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Resumen  
La cebolla es un cultivo hortícola de mucha importancia para el país, en especial para las 
pequeñas economías y encadenamientos productivos de mercado interno. 
El proyecto consistió en la evaluación de varias especies de Trichoderma sp para observar 
el efecto sobre el rendimiento, elongación de las raíces y sus efectos sobre la interacción 
con las células del cultivo y su recomendación para futuras siembras de cebolla.   
En el proyecto se realizó un análisis microbiológico del suelo de las parcelas, en donde se 
evidencio la presencia de microorganismos patógenos al cultivo de la cebolla, además de 
una baja presencia de microorganismos benéficos, debido a la alta utilización de 
agroquímicos y al bajo porcentaje de materia orgánica. Además, se evaluó el efecto de la 
aplicación de varias especies de Trichodermas sp a almácigos de cebolla y a plantación, 
en donde se comprobó que T..asperellum es la especie que presentó los mejores 
rendimientos y mayor desarrollo radicular. 
En los ensayos in vitro T. harzianum es la especie que presenta la mayor elongación de 
raíz, seguido por T virens, pero a nivel de campo T. asperellum es la que presenta una 
mayor elongación radical. A nivel celular se demostró que los tratamientos con Trichoderma 
sp, las células alcanzan un mayor grosor y una mayor madurez que el control.  El objetivo 
de esta investigación fue mejorar las propiedades biológicas del suelo con la incorporación 
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de microorganismos rizosféricos para el incremento de la productividad en el cultivo de la 
cebolla en Llano Grande y Tierra Blanca de Cartago.  
Palabras clave: cebolla, microorganismos rizosféricos, promoción del crecimiento, 
inducción de defensas, productividad 





Objetivo Específico 1: Incorporar microorganismos rizosféricos para mejorar 
las propiedades biológicas del suelo en el cultivo de la cebolla 
 
Introducción  
El suelo es uno de los recursos más importantes para el agricultor, el cual se ve sometido 
a factores ambientales adversos y a programas intensivos de producción, que van 
ocasionado un desgaste de los nutrientes, pérdida de la capa arable y pérdida de los 
microorganismos benéficos. La agricultura intensiva y la poca rotación de los cultivos 
favorecen el empobrecimiento, pasando en poco tiempo a convertirse en suelos no aptos 
para la producción. Aparte de esto, se ve sometido también a las condiciones climáticas 
adversas, que ocasionan daños por escorrentía o erosiones hídricas, factor muy importante 
de pérdida de suelo en la zona norte de Cartago en épocas de lluvia, o por el viento. Cultivar 
intensivamente, favorece la extracción de nutrientes e incrementa la pérdida de 
microorganismos, volviéndose el cultivo dependiente de los fertilizantes y los agroquímicos, 
para obtener producciones rentables. Un factor importante y poco atendido por los 
productores, es el referente a las poblaciones de microorganismos benéficos presentes en 
la rizosfera, ya que las prácticas de aplicación de agroquímicos reducen los 
microorganismos del suelo. 
 
Marco teórico  
La rizosfera es un complejo ecosistema que consiste de una zona muy delgada (2mm) 
alrededor de la raíz de la planta. Numerosos estudios han localizado un amplio rango de 
organismos que incluyen hongos, bacterias y nematodos, así como parásitos de las raíces 
de las plantas y tiene un efecto positivo o negativo sobre el bienestar de la planta. Las 
plantas por su parte, producen y secretan una variedad de metabolitos en ese lugar, que 
afecta a este ecosistema. Los llamados metabolitos primarios como ácidos orgánicos, 
carbohidratos y aminoácidos, pero también metabolitos secundarios que se denominan 
productos naturales de plantas. En la rizosfera, varios compuestos funcionan como 
mediadores de las interacciones de las plantas con otras plantas, animales y 
microorganismos.  El conocimiento sobre estas moléculas señal se está incrementando con 
rapidez.  Lo que se busca es optimizar la respuesta de las plantas para que estas moléculas 







Se realizó un diagnóstico microbiológico de los suelos de las fincas seleccionadas en Llano 
Grande y Tierra Blanca de Cartago, para determinar la presencia de microorganismos 
benéficos y fitopatógenos, basados en la metodología descrita por Brenes et al 2012. Se 
evaluó los siguientes microorganismos T. asperellum, T. harzianum y T virens y un testigo, 
basados en el desarrollo de la raíz y la productividad del cultivo. 
En el laboratorio se prepararón los medios de cultivo para hongos y se procedió a la 
multiplicación de los microorganismos, hasta obtener los cultivos puros de hongos para ser 
aplicados. Las fincas se ubicaron en Llano Grande y Tierra Blanca de Cartago.  
 
Resultados  
En las fincas seleccionadas una en Tierra Blanca y la otra de Llano Grande se realizó un 
análisis de muestras de suelo para determinar la presencia de microorganismos benéficos 
y patógenos (Anexo 1).   
De los análisis de ambas fincas se puede observar que los niveles de microorganismos 
patógenos son muy altos y los resultados los microorganismos benéficos es muy bajo, al 
igual que la cantidad de materia orgánica.    
Discusión  
En ambas muestras analizadas se observó que el suelo presentó una oxigenación 
adecuada, pero se debe de tener un plan de mejoramiento del suelo con la incorporación 
de materia orgánica, para brindar a los microorganismos un sustrato para su reproducción, 
también se presentó un nivel normal de hongos no patógenos. Esta materia orgánica servirá 
para mejorar la percolación y aireación, favoreciendo el crecimiento de algunos 
macroorganismos.  
No se detectó presencia de organismos actinomicetos, esto es importantes de considerar 
debido a que ayudan a la descomposición de la materia orgánica y además tienen funciones 
como agentes de control biológico contra insectos, bacterias y nematodos, debido a 
presencia de sustancias antibióticas como estreptomicina, aureomicina, terramicina, 
cloromicetina y tetraciclina, los actinomicetos ayudan a la supresión de enfermedades. 
Se presentó un nivel de inóculo de hongos patógenos en lo mínimo permitido, estos son 
patógenos propios de cebolla y además presentes en los suelos de vocación hortícola de 
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la zona norte de Cartago, como lo son Pythium spp, Phytophthora spp y Fusarium spp, 
estos tres hongos son de relevante importancia en la mayoría de cultivos. 
En general, el suelo presenta índices con una oxigenación adecuada y con indicadores de 
sanidad en niveles adecuados, además se presentan niveles altos de Pythium spp, e 
inóculos altos de S. cepivorum y S. terrestres, que son patógenos muy importantes en el 
cultivo de cebolla por las pérdidas que ocasionan. En las muestras de suelo, analizadas se 
encontró Trichoderma aspellum, T. harzianum y T virens, por lo que se decidió evaluar estos 
tres microorganismos, en los almácigos y campo.     
Conclusiones  
Los suelos muestreados en ambas fincas presentan los hongos patógenos importantes en 
cebolla, además presentan bajos niveles de actinomicetos, que son importantes en la 
descomposición de materia orgánica. 
Se debe de implementar un programa de manejo de enfermedades, con la utilización de 
microorganismos, para obtener productos más inocuos. 
Trichordema sp mostró ser un hongo importante en el incremento de la masa radicular, 
longitud de las raíces y el incremento de la producción.  
Recomendaciones  
Se recomienda la aplicación de microorganismos benéficos en la preparación de los 
almácigos, a la siembra y en el transcurso del desarrollo del cultivo, ya que estos van a 
ayudar en el control de los microorganismos patógenos.    
 














ANEXO 1. Análisis microbiológicos de muestras de suelos de Tierra Blanca y Llano 
Grande     
 
Cartago, 13 de febrero, 2019  
Ubicación: Tierra Blanca de Cartago 
Análisis microbiológico de suelo  
Cantidad de muestras y etiquetas:  












1     > x107  1.5 X 106 5.2 x 105 0 












1 1.4 x 101 2.0 x 103 1.0 x 103 3.5 x 104 
Observac. Adecuado Inadecuado Inadecuado Inadecuado  
 





1 0.02 5.0 x 106 No hay 
Observaciones Inadecuado Inadecuado  
 
 
A- Oxigenación inadecuada. 
B- Nivel normal de hongos no patógenos. Función normal de reciclaje de materia orgánica y 
posible presencia de hongos patógenos 
C- No se detectó presencia de organismos actinomicetos; incapacidad regular de supresión de 
enfermedades. 
D- Hongos indicadores de control biológico en nivel adecuado. 
E- Inóculo de Pythium spp en nivel inadecuado. 
F- Inóculo de Phytophthora spp en nivel adecuado 
G- Inóculo de Fusarium spp en nivel adecuado. 
H- En general, un suelo con oxigenación adecuada y con indicadores de sanidad en niveles 
adecuados, sin embargo tiene un nivel alto de Pythium spp y bajo de actinomicetos. 
I- Los patógenos propios del agroecosistema de cebolla se encuentran en nivel adecuados 
(bajos). 
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Ubicación: Varillal de Llano Grande de Cartago 
Análisis microbiológico de suelo 
Cantidad de muestras y etiquetas:  











1     > x109 1.48 X 106 4.82 x 105 0 












1 1.4 x 104 2.0 x 103 0 0 
Observac. Adecuado Inadecuado No hay No hay  
 






1 0.0001 1.2 x 102 No hay 
Observaciones Adecuado Adecuado  
 
 
A- Oxigenación adecuada. 
B- Nivel anormal de hongos no patógenos. Función anormal de 
reciclaje de materia orgánica y posible presencia de hongos 
patógenos 
C- No se detectó presencia de organismos actinomicetos; incapacidad 
regular de supresión de enfermedades. 
D- Hongos indicadores de control biológico en nivel adecuado. 
E- Inóculo de Pythium spp en nivel inadecuado. 
F- Inóculo de Phytophthora spp en nivel adecuado 
G- Inóculo de Fusarium spp en nivel adecuado. 
H- En general, un suelo con oxigenación adecuada y con indicadores 
de sanidad en niveles adecuados, sin embargo tiene un nivel alto 
de Pythium spp y bajo de actinomicetos. 
I- Los patógenos propios del agroecosistema de cebolla se encuentran 



















Figura 1. Aplicación de Trichoderma sp en almácigos de cebolla variedad Maragogui en 




Figura 2. Aplicación de Trichoderma sp en plantación de cebolla variedad Alvara en Llano 






Objetivo Específico 2: Evaluar el efecto de los microorganismos rizosféricos 




La explotación a gran escala de las interacciones rizosféricas es esencial para aumentar la 
capacidad de los agroecosistemas para la adaptación al cambio climático y también para 
adoptar estrategias novedosas que maximicen la producción de alimentos bajo condiciones 
adversas (Dubay et al., 2016    
En este proyecto se dará énfasis al incremento en el sistema radicular de la cebolla, ya que, 
si la planta presenta una raíz con mayor desarrollo, se adaptará mejor a las condiciones 
adversas del medio y al ataque de patógenos. El sistema radical de la cebolla tiene gran 
afinidad por las asociaciones con micorrizas, lo que favorece la capacidad de absorción 
(Granados, 2013). La comprensión de las interacciones entre la planta, los 
microorganismos y el suelo con el cambio climático es esencial para conocer los cambios 
que se deban aplicar para modificar el ambiente de la rizosfera y lograr la sostenibilidad en 
la producción. El reducido sistema radicular de la cebolla, estimula una baja absorción tanto 
de nutrientes como de agua, lo cual genera que sea una planta poco competitiva en 
contraste con las malezas o plantas espontáneas. En este contexto, se busca obtener una 
metodología que le brinde al agricultor opciones para mejorar esta rizosfera mediante la 
incorporación de microorganismos benéficos, lo que traerá mejoras en la producción del 
cultivo. Se conoce que el éxito de un patógeno está influenciado por la comunidad 
microbiana del suelo, en el cual tiene lugar la infección, por lo que actualmente se le está 
dando mucho énfasis al manejo de la rizosfera de las plantas.  La cual, entre sus efectos 
directos induce la resistencia sistémica y acelera la activación de los mecanismos de 
defensa ante las enfermedades (Berendsen et al. 2012; Garcia et al., 2016)). 
 
Marco teórico 
La rizosfera es una zona de gran actividad microbiana y la población de microorganismos 
presente en ese ambiente es relativamente diferente de los alrededores, debido a los 
exudados de la raíz, que son la fuente de nutrición del crecimiento de microorganismos, 
estas interacciones pueden influenciar significativamente el crecimiento y desarrollo de la 
planta (Nadeem et al., 2014). 
La adquisición y el intercambio de los nutrientes del suelo a través de las interacciones 
entre plantas y hongos en la rizosfera son clave para la agricultura y cambios ambientales. 
La mejora de los cultivos y la nutrición mineral usando hongos simbiontes ha sido 
 
12 
ampliamente descrita (Garcia et al., 2016). Los microorganismos que colonizan esta zona 
generalmente incluyen bacterias, algas, hongos, protistas y actinomicetos.  Es evidente el 
mejoramiento en el crecimiento y desarrollo de las plantas por aplicación de poblaciones de 
estos microorganismos.  
Los mecanismos que promueven el crecimiento vegetal incluyen: la fijación de nitrógeno, la 
solubilización del fósforo, la producción de sideróforos, así como la protección por enzimas 
como las desaminasas, quitinasas y glucanasas. Los hongos, además de las bacterias, 
representan una porción significativa de la rizosfera, ya que muchos capacitan a las plantas 
para que absorban agua y nutrientes más eficientemente. Estos, también protegen a la 
planta del estrés abiótico y también mejoran la tolerancia a la salinidad, sequía, inundación 
y la toxicidad por metales pesados (Nadeem et al., 2014). La plasticidad en el desarrollo del 
sistema radicular es crítica para la adaptación de las plantas al ambiente.  Las señales 
externas controlan el crecimiento y la diferenciación, así como las asociaciones simbióticas 
entre microorganismos y plantas, donde muchas proteínas desempeñan un papel muy 
importante, regulando la función de las citocininas y auxinas (Fonouni-Farde et al, 2016).   
 
Metodología  
A las parcelas que se les realizó el análisis microbiológico, se les aplicó los 
microorganismos para evaluar su efecto sobre el crecimiento de la raíz y la producción. 
Se estableció un diseño de bloques completos al azar, con seis repeticiones por cada 
bloque y en donde las variables independientes fueron los siguientes tratamientos: T. 
asperellum (T1), T. harzianum (T2), T. virens (T 3) y el control (T4) con el paquete tradicional 
de agroquímicos usado por el productor. 
 
Los tratamientos se aplicaron mediante aspersión mecánica con bomba de espalda 
utilizando una dosis de 4kg/ha. Las aplicaciones se realizaron en el día cero (siembra de 
las semillas), en el día 30 (trasplante), el día 45, el 60, el 75 y el 90. Las variables evaluadas 
(dependiente) son la longitud de la raíz principal (la raíz más larga que se observe) y el 
peso de las raíces secas al final del ciclo del cultivo. El análisis estadístico se realizó por 
medio del análisis de varianza y se determinó las diferencias encontradas entre los 
tratamientos.  
 
La segunda variable a evaluar fue: a) el peso fresco de las cebollas cosechadas al final del 
ciclo de cultivo y b) el peso seco de las cebollas luego de 5 días en un túnel plástico, para 
determinar diferencias en el rendimiento de los tratamientos aplicados.  Se tomaron 30 
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mediciones por tratamiento y se obtuvo un promedio para cada repetición de cada bloque. 
El análisis estadístico se realizó por medio del análisis de varianza y se determinarán las 
diferencias encontradas entre los tratamientos. Estas diferencias permitieron determinar las 
diferencias entre tratamientos. 
 
Resultados                       
En la parcela de Tierra Blanca se cultivó la variedad Maragogui, la cual es una variedad 
que se está introduciendo en el mercado nacional, esta variedad es más precoz, por lo que 
el manejo de la fertilización es diferente a otras variedades que los agricultores han 
cultivado 
 
En la figura 1 y 2 se puede observó como T. asperellum y T virens son microorganismos 
que producen los mayores rendimientos en peso fresco y seco, aunque estadísticamente 
no hay diferencia entre T. harzianum y el testigo, se observa que T harzianum tiene mayores 
rendimientos que el testigo, y esto trasladado a kilos de producción, significa una mayor 




Figura 1. Promedio de los pesos frescos (gramos) en 30 bulbos de cebolla de la variedad 







Figura 2. Promedio de pesos secos (gramos) de los bulbos de 30 cebollas de la variedad 
Maragogui en Tierra Blanca de Cartago, según el análisis estadístico Kluskal-Wallis. 
 
 
En la figura 3 y 4 se puede observar como T. asperellum y T. harzianum son los 
microorganismos que producen las raíces más largas y el mayor peso de raíces secas, 
mientras que entre T virens y el testigo nos hay diferencia significativa.          
 
 
Figura 3. Promedio del peso seco (miligramos) en raíces de cebolla de la variedad 










Figura 4. Promedio del largo en (centímetros) de las raíces de cebolla variedad Alvara en 
Tierra Blanca de Cartago, según el análisis estadístico Kluskal-Wallis. 
En la finca de Llano Grande se cultivó la variedad Alvara, variedad muy utilizada por los 
agricultores de la zona norte de Cartago, por su alta productividad, presenta el 
inconveniente del alto precio de la semilla, comparada con otras variedades, esta diferencia 
de precio puede oscilar entre un 75 a un 150%, a pesar de su alto precio, es muy 
demandada por los agricultores, ya que la oferta de variedades es muy limitada. 
En la figura 5 se puede observar como T. asperellum es la que produce mayor cantidad de 
kilos de cebolla en peso frescos y los otros tres tratamientos estadísticamente son iguales, 
aunque el tratamiento con T. harzianum es superior en producción a los tratamientos T. 
virens y al testigo.  
        
Figura 5. Promedio de los pesos frescos (gramos) en bulbos de cebolla de la variedad 













En la figura 6, se observa que el tratamiento T. asperellum es el que produce el mayor 
rendimiento en peso de bulbos secos, estadísticamente no hay diferencias entre T 
asperellum y T. harzianum, mientras que los tratamientos T. harzianum y el testigo 
presentan rendimientos muy aparecidos, al igual que los tratamientos T virens y el testigo, 
son iguales estadísticamente.  
 
Figura 6. Promedio de los pesos secos (gramos) en bulbos de cebolla de la variedad Alvara 
en Llano Grande de Cartago, según el análisis estadístico de ANOVA. 
En la figura 7, se observa que el tratamiento T. virens es el que produjo la mayor longitud 
de las raíces y es estadísticamente diferente a los otros tratamientos, seguido de T 
asperellum, mientras que los tratamientos T. harzianum y el testigo presentan promedios 
muy aparecidos estadísticamente.  
 
Figura 7. Promedio de la longitud (centímetros) de raíces de cebolla de la variedad Alvara 








En la figura 8, se observa que el tratamiento T. asperellum el que produjo el mayor peso 
seco, mientras que los otros tratamientos son estadisticamernte iguales.  
 
 
Figura 8. Promedio de los pesos secos (gramos) de raíz de cebolla de la variedad Alvara 
en Llano Grande de Cartago, según el análisis estadístico Kluskal-Wallis. 
 
Discusión  
Diversas especies de Trichoderma sp se han encontrado en el suelo y en la rizosfera de 
plantas y muchas especies de microorganismos benéficos se han encontrado colonizando 
las raíces de las plantas. En un análisis microbiológico de suelos se van a determinar 
muchas especies de microorganismos benéficos y patógenos, por lo que debe de existir un 
equilibrio en el suelo, para que los cultivo lleguen a la producción. Parte de ese equilibrio lo 
va a dar la presencia de materia orgánica, que es muy importante para el desarrollo y aporte 
de alimentos para los microorganismos.   
Este hongo lo podemos encontrar en la rizosfera, tiene la capacidad de ingresar y colonizar 
las raíces, estableciendo simbiosis, que aumentan la resistencia de las plantas contra el 
ataque de patógenos, incrementando su actividad fotosintética, el rendimiento y el 
crecimiento. 
 
Las especies de Trichoderma producen y regulan señales hormonales, como la producción 
de auxinas que promueven el crecimiento de las raíces. Las plantas como respuesta, 
depositan callosa y sintetizan polifenoles que inciden en el incremento de su respuesta 






biocontrolador son capaces de vivir como endófitos de las plantas y provocar cambios que 
les permiten responder mejor a las enfermedades y al estrés abiótico (Mukherjee et al., 
2012).         
 
En los cuatro gráficos se observa como T. asperellum es la especie que presenta los 
mejores promedios (peso fresco, peso seco, longitud de raíz y peso de raíz), esto quiere 
decir que es una especie que va a incrementar la producción en kilos, con un mejor sistema 
radical, por lo que se va a favorecer un mejor desarrollo de la planta. Esta especie de 
Trichoderma sp se caracteriza estimular el crecimiento de la masa radicular y a la vez 
estimula la absorción de nutrientes.  
 
Para la variedad de cebolla Alvara, la especie de T. asperellum fue la que obtuvo los 
mejores rendimientos (peso fresco, peso seco, longitud de raíz y peso de raíz), esto quiere 
decir que va a incrementarse la producción, con una mayor masa radical, compuesta por 
raíces secundarias o terciarias, que son las raíces que absorben los nutrientes y agua, por 
lo que se va a incrementar el desarrollo de la planta. Estas especies de Trichoderma sp, 
fueron aisladas de muestras de suelo de la zona norte de Cartago, son especies que 
pertenecen a la colección de hongos del laboratorio de Biocontrol del CIB.  
 
Las especies de Trichoderma sp regulan vías metabólicas, como la producción de auxinas 
que promueven el crecimiento de las raíces.  Las plantas como respuesta, depositan callosa 
y sintetizan polifenoles que inciden en el incremento de su respuesta sistémica a los 
patógenos. También, se ha encontrado que algunas especies de Trichoderma sp son 
capaces de vivir como endófitas de las plantas y provocar cambios que les permiten 
responder mejor a las enfermedades y al estrés abiótico (Mukherjee et al., 2012).    
 
Además, se localiza en la rizosfera, donde se da una intensa comunicación entre las plantas 
y los microorganismos asociados a través del intercambio y percepción de señales. Como 
es bien conocido, Trichoderma sp presenta muchas características sobresalientes para ser 
utilizadas en la agricultura, desde su antagonismo contra hongos patógenos, la estimulación 
del crecimiento de las raíces, su rápido crecimiento y su adaptación a muchos sustratos. 
 
Por lo que al ser utilizado Trichoderma sp en la agricultura de una forma correcta, se estaría 
disminuyendo la aplicación de agroquímicos y facilitando la absorción de nutrientes por la 





Se recomienda la aplicación de microorganismos benéficos en el cultivo de cebolla, para 
obtener cultivos más inocuos. 
Trichoderma sp ha demostrado ser un biocontrolador que además de controlar patogenos 
en el cultivo de la cebolla, sirve como un estimulador de raíces, por lo que incrementa el 
largo y la masa radicular del cultivo. 
Al estimular el crecimiento de las raíces, promueve un mayor llenado de los bulbos, por lo 
que se obtienen buenos rendimientos.   
 
Recomendaciones  
La aplicación de microorganismos benéficos desde la etapa de almácigos, permitirá un 
mejor desarrollo del cultivo. 
Se recomienda la aplicación de Trichoderma asperellum en el cultivo de la cebolla para el 
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ABSTRACT 
Trichoderma is a rhizosphere fungus widely used in agriculture due to the variety of 
biological control mechanisms that it can use. It can establish a direct relationship with the 
root cells, modifying the morphology and physiological processes, giving the plant a better 
defensive capacity against the attack of pathogens in the soil. In this research, in vitro plant 
promotion assay were made using T. asperellum, T. harzianum, and T. virens to test their 
effect on the development of onion seedlings from disinfected seeds. Roots of these plants 
were subjected to histological analysis using transmission electronic microscopy (TEM) to 
examine changes in cell structure. This analysis also included the pathogens Sclerotium 
cepivorum and Setophoma terrestris, major onion soilborne pathogens in Costa Rica. To 
verify the efficacy of the Trichoderma species used in the study, a field test was performed 
where the fresh and dry weight of onion bulbs and the mortality of the plants exposed to the 
mentioned pathogens were measured. Some histological modifications were observed in the 
root cells in the different treatments and were related to the effects reported for Trichoderma. 
It was shown that although T. asperellum did not stimulate in vitro root growth it can have 
an important effect in the field by reducing the number of infected plants and improving the 
final yield of the onion. On the contrary, species that have a root promoting effect do not 
necessarily improve yield. 





The massive application of synthetic products for the control of plant pests causes serious 
problems for human health and the environment (Debenest et al., 2010). The use of biological 
control agents as an alternative to conventional disease management practices is the main 
objective of agricultural policies worldwide (Tucci et al., 2010). Many of the biopesticides 
and biofertilizers that exist in the market have incorporated symbionts-beneficial fungi of the 
genus Trichoderma into their formulations (Woo et al., 2006). 
 
Trichoderma is a genus widely known for its ability to control numerous foliar, root and fruit 
pathogens and even some invertebrates such as nematodes (Sharon et al., 2009). They also 
present the ability to promote plant growth by improving nutrient absorption (Harman et al., 
2008), substantially increasing the efficiency of nitrogen use in crops (Harman 2000), 
improving photosynthetic efficiency and probably respiratory activities of plants (Shoresh et 
al, 2008); and providing resistance against biotic and abiotic stress (Shoresh et al, 2010). All 
these capacities are a consequence of their ability to reprogram the gene expression of the 
plant (Waller et al., 2005). For example, authors have reported that Trichoderma can activate 
Induced Systemic Resistance (ISR) (Sagarra et al., 2007), as well as routes related to the 
synthesis of auxins (Contreras et al., 2014), salicylic acid and jasmonic acid ( Segarra et al., 
2007). 
 
Despite the obvious importance of Trichoderma for agriculture, there is a great lack of 
knowledge about whether the plant's response to Trichoderma is directly influenced by its 
genotype (in terms of improving systemic resistance and promoting growth). To elucidate 
this important issue, this research aimed to study the interaction of T. asperellum, T. 
harzianum and T. virens on the cultivation of onion (Allium cepa), both in vitro and in field 
trials, through histological analysis. Besides, the effect of Sclerotium spp. and Setophoma 
spp. phytopathogenic fungi (necrotroph and biotroph, respectively) during plant development 
were studied. Plant-phytopathogenic in vitro tests were performed to evaluate the 
cytopathological effect, and plant-Trichoderma-phytopathogen field studies to evaluate the 




MATERIAL AND METHODS 
In vitro plant promotion assay with Trichoderma spp. 
To analyze the effect of T. asperellum, T. viren  and T. harzianum over onion seedlings 
growth an in vitro assay were performed in 150mm x 15mm Petri dishes. Six seeds were 
surface-disinfected and placed to grown in Murashige and Skoog (MS) medium (Duchefa 
Biochemie, Haarlem, The Netherlands), supplemented with 1% sucrose and 1.5% agar (pH 
5.7) for 3 days. A conidia solution with 1 x 106 conidia of each Trichoderma strain was 
applied at the opposite side of the plate with the seedlings. Seedlings without inoculation 
were used as a control condition. All plates were incubated under 40% humidity, 24°C, and 
a 16-h light/8-h dark photoperiod. After 5 days of inoculation, the root and stem length were 
measured in a triplicate experiment. The samples for the electronic microscopy analyses were 
taken in these dishes. 
Histological analysis with Transmission Electronic Microscopy (TEM) 
Root segments of 0.3 mm in length, one centimeter from the stem base, were selected for this 
study. Roots inoculated with T. asperellum, T. virens and T. harzianum; as well as root 
without inoculating (control) were processed according to the standard procedure for 
biological samples described by Çağlayan et al., (2009), Elbeaino et al., (2009) and 
Castellano et al., (2007). The method consisted of performing a fixation during 2 days at 4°C 
in glutaraldehyde and paraformaldehyde at 2% dissolved in 0.1M phosphate buffer at a pH 
7.2 for a later post-fixation at 2% osmium tetroxide (OsO4). Afterward, the samples were 
dehydrated in gradual acetone dilutions and were polymerized in low viscosity Spurr® resin. 
The ultrafine cuts were dyed with 2% uranyl acetate and a saturated Sato’s lead solution for 
10 minutes, respectively. Finally, the samples were observed through TEM Jeol JEM 2010. 
The degree of differentiation of the vascular tissue from the root in the different treatments 
was evaluated. Also, roots were inoculated with the phytopathogenic fungi Sclerotium sp. 
and Setophoma sp. to evaluate, respectively, the necrotrophic and biotrophic cytopathic 
effect. 
Field assay 
A field test was carried out in a growing season during the year 2019. The experimental farm 
was ubicated in the mountain region of Cartago province in Costa Rica, Central America, in 
a 2000 m altitude and 20o C as average temperature. The soil was silt loam with a pH of 5.9. 
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Seedlings of 50 days of growth were used for transplanting. Four treatments were established: 
Control, Ta, Th, and Tv. The control consisted of applications of chemical fungicides: 
carboxin and captan (Vitamax 400®, Arysta Lifesciences, Mexico) in the transplanting and 
tebuconazole (Folicur 25 EC®, Bayer CropScience, Costa Rica) after 30,45, 60, and 75 days 
of transplanting. Ta was T. asperellum in a conidia solution with 1 x 106 conidia/mL, sprayed 
in the seedling roots in the transplanting and in the stems at ground level after 30, 45, 60 and 
75 days of transplanting. Th was T. harzianum and Tv was T. virens, applied in the same 
concentration and identical ways of Ta. Each experimental unit was 0.1 x 0.1 m2 with a 
density of 100 plants/m2. For each treatment, 3 repetitions were made with 10 plants in each 
repetition. Granular NPK fertilizer of 12-24-12 formula at 30 days, of 20-20-20 at 60 days, 
and of 12-11-17 at 90 days were used in all treatments. The final yield was measured after 
4.5 months of transplanting, recording the fresh and dry weights. Incidence of Setophoma 
terrestris and S. cepivorum was evaluated under the same conditions in experimental units 
of 1,0m x 1,0m for every treatment. Initial inoculum S. cepivorum was measured following 
to Ulacio-osorio et al. (2006) and a for S. terrestris according to Netzer et al. (1985). 
Statistical analysis 
In vitro plant promotion assays and the incidence of Sethophoma terrestris and Sclerotium 
cepivorum in the field were statistically analyzed with One-way ANOVA and Fisher test (P 
< 0.05) previous normality and homoscedasticity evaluation, using Minitab 18 Statistical 
Software (Minitab, Inc., State College, PA, USA). The field test was analyzed using the 
Kruskal Wallis test for non-normality samples and a Bonferroni comparison test (Alpha: 
0,033) adapted by Minitab 18 Statistical Software (Minitab, Inc., State College, PA, USA). 
RESULTS 
In vitro plant promotion assay 
The Trichoderma effect on the growth of 3-days-old onion seedlings was evaluated in vitro 
tests (Table 2) with inoculations of three species. For root length, the statistical analysis 
showed differences between treatments. T. harzianum caused greater root elongation. T. 
virens had a similar effect than control and T. asperellum, conversely, caused root growth 
suppression. The difference in the growth between T. harzianum and T. asperellum was 




Table 1  
Effect of three Trichoderma species on the growth of 3-day-old onion seedlings. Values were 
recorded in 8-day-old seedlings. 
Treatment Root length (cm) Stem length (cm) 
T. harzianum 2,9767±0,1050  a 5,1933±0,0321  a 
T. virens 2,3367± 0,1026  b 3,3933±0,0404  b 
Control 2,2067± 0,0833  b 3,3800±0,0900  b 
T. asperellum 1,6067±0,0208  c 2,2767±0,1168  c 
Values are means from three biological replicates + standard deviations. Different letters 
indicate significant differences (Fisher test, P < 0.05). 
For stem length, also T. harzianum had the greater effect and T. virens had the same effect 
than the control. Again, T. asperellum caused suppression in the growth, reflected in the short 
stem and leaves. The difference between the stem lengths promoted by T. harzianum is 
evident and it is near 1.5 fold to control and 2.3 fold in comparison with the seedlings 
inoculated with T. asperellum (Figure 1).  
 




Histological analysis with Transmission Electronic Microscopy (TEM) 
Ultrastructural studies showed notable differences at the vascular level between onion roots 
exposed to the different Trichoderma strains and control plants. In all cases, greater 
differentiation is observed in the elements of the root vessels inoculated with Trichoderma. 
Besides, parenchymal cells associated with the vessel element with high metabolic activity 
(with the presence of plastids, mitochondria and high concentrations of the endoplasmic 
reticulum) are observed. Finally, the vascular control tissue presents elements of the 






Figure 2. Root cross-section inoculated with T. harzianum (a and b), T. virens (c and d), 









































parenchyma associated with the vessel element; ph: phloem; m: mitochondria; p: plastid; 
CWII: secondary cell wall deposits; Arrows: Secondary cell wall in formation. 
Furthermore, the TEM analysis of samples onion root infected with and S. cepivorum and S. 
terrestris. showed marked differences in the mechanism of interaction with the host. S. 
cepivorum generates a proteolytic degradation of the cell wall and all intracellular 
components. Cell lysis is used by hyphae to absorb nutrients and continue the infection. 
Meanwhile, S. terrestris produces an alteration in the metabolism of the host to generate a 
greater production of assimilates - through cellular respiration-. It also alters the photosystem 
II of plastids, generated reactive oxygen species (ROS) and thereby programmed cell death 
(PCD). 
 
Figure 3. Root cross-section inoculated with S. cepivorum (a, b, and c) and S. terrestris (d, e 
and f). h: hypha; CW: cell wall; ic: intracellular components; n: nucleus; Ve: vessel element; 
pm: parenchyma; pv: parenchyma associated with the vessel element; m: mitochondria; 
Arrows: plastoglobule; re: endoplasmic reticulum, Arrowhead: lipid bodies. 
Field assay 
Field assays were conducted to evaluate the effect of different Trichoderma species over the 
























Cause the lack of normality in the data(p<0,05) was analyzed with the Kruskal Wallis test. 
Both weights, fresh and dry, show Ta increases the yield in comparison with other treatments 
and the Control. 
Table 2 
Effect of three Trichoderma species on the final fresh and dry weight of bulbs. Values were 
recorded after 5 months field test.  
Treatment Fresh weight (g) Dry weight (g) 
Median and Group Z value Median and Group Z value 
Ta 185 a 3,57 174,5 a 3,44 
Th 144,5 b -0,27 136 b -0,22 
Tv 144 b -0,17 135b -0,08 
Control 144 b -0,17 127 c -3,12 
Values are medians of three replicates. Z values according to the Kruskal test. Different 
letters mean different groupings for Kruskal Wallis and Bonferroni post hoc test. Bonferroni 
Z-value (2-sided): 2,128; Bonferroni individual Alpha: 0,033. 
According to the median, three groups were founded in the analysis. First was Ta and there 
was a difference between Ta and the other two Trichoderma species. The second group was 
formed by Th and Tv. Also, this second group has a difference with the third, the control 
condition. This test exhibited the ability of T. asperellum to affect the bulb weight and cause 
an increase in the final yield, in contrast with the showed in the in vitro plant promotion test.  
The effect of Trichoderma spp. biocontroller was determined in the analysis of infected 
plants by S. cepivorum and S. terrestris in field assays. In the case of S. terrestris, all three 
Trichoderma species showed a significate reduction of infected plants in comparison to the 
Control (p<0.05), but there was no difference between the effect of species. The trials with 










Figure 4. Infected plants by two different onion pathogens in field assays. S. terrestris 
(biotroph) and S. cepivorum (necrotrophic). All values are the means of three replicates. 




Trichoderma is a fungus widely used in the biological protection of crops. It can establish 
relationships with host plants and modify some of its physiological processes and the 
structure of organs such as the root (Contreras-Cornejo et al., 2015). The modifications 
caused depend on the metabolic pathways that are activated in the plants during their 
relationship with a species of Trichoderma through a complex system of cross-
communication (Contreras-Cornejo eta al., 2013). 
The mechanism that allows Trichoderma to remain within the root system of a plant as an 
avirulent symbiote is not yet totally clear (Tucci et al., 2011). However, it’s known that some 
strains of Trichoderma promote growth and development and therefore an increase in 
performance (Lorito et al., 2010).  
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Root growth regulation trials showed that T. harzianum effectively caused an elongation of 
the onion's root and stem. Cai et al., (2013) observed the same in experiments carried out 
with tomato and attributed the increase in lateral root formation to the action of the 
harzianolide. Other research has shown similar results (Harman et al., 2004; Bal and Altintas, 
2008). In cases where Trichoderma stimulate the root, it has been proven that there is a direct 
stimulation of Trichoderma in root development through the production of hormone-like 
compounds or the generation of direct effects on plant hormones (Bae et al., 2009), which 
favor a greater availability of phosphorus and micronutrients, as well as a better water 
absorption (Gravel et al., 2007). 
On the contrary, T. asperellum had a negative effect, and compared to the control caused a 
decrease in the root. The regulation of the biological control mechanisms deployed by 
Trichoderma is mediated by the activation of different metabolic pathways, among which 
the salicylic acid, ethylene and jasmonate route stand out (Martínez-Medina et al., 2017; 
Muday et al., 2012; Segarra et al., 2007). In the balance that a plant must perform between 
defense and growth, the synthesis of ethylene and indoleacetic acid (AIA) is particularly 
important, as well as the action of the ACC deaminase (ACCD) produced by Trichoderma 
(Hermosa et al., 2012). Different isolates of Trichoderma, may or may not cause root or plant 
growth and within the same species, not all isolates can favor this growth (Steward and Hill, 
2014). 
The hormonal and nutritional variation affects the root architecture (Hermosa et al., 2013), 
generating an increase in biomass production, lateral root formation and greater 
differentiation of radical hairs (Contreras et al., 2009). Also, studies by Contreras et al., 
(2014) in Arabidopsis exposed to saline stress (a condition that blocks the signaling of 
auxins) and inoculated with T. virens and T. atroviride, suggest that Trichoderma improves 
the levels of indole-3-acetic acid (IAA); allowing to overcome saline stress, improve root 
architecture, and increase the osmoprotective state of plants. 
This is related to histological analyzes, where it is observed how vascular tissues of onion 
root exposed to different strains of Trichoderma (Figure 2 a y b: T. harzianum; c y d: T. 
virens; e y f: T. asperellum) have greater differentiation of vascular tissue, specifically xylem 
tissue, compared to control tissue. Besides, metabolically active parenchymal cells are 
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observed, which help transport at a short distance, which facilitates the loading and unloading 
of the vessel element (Lomax et al., 2010). 
The development of new vascular tissues allows the regeneration of the plant and its 
adaptation to environmental changes (Aloni et al., 2001). Despite the structural and 
developmental complexity of vascular tissues, there is evidence that the differentiation of the 
vessel elements is induced by an important hormonal signal of the IAA, produced mainly by 
young leaves (Aloni et al., 2003). Due all the treatments were in the same conditions, and the 
only difference is the presence of a Trichoderma strain, it is suggested that the difference in 
the cellular architecture of onion roots is due to a direct Trichoderma stimulus. 
It is important to note that this notable difference in cellular architecture does not necessarily 
have a direct effect on root length. This was demonstrated by Tucci et al., (2011) who studied 
the effect of T. atroviride and T. harzianum on different genotypes of Solanum lycopersicum 
and Solanum habrochaites. Although significant anatomical differences were found 
concerning plants not inoculated with Trichoderma, in most cases it did not affect root length. 
Moreover, it has been reported that during infection of the phytopathogenic fungus 
Sclerotium sp., the hyphae secrete oxalic acid -like a corrosive substance- and enzymes that 
degrade cellular components -like cellulose-(Ghaffar, 1976; Punja et al., 1996). Oxalic acid 
combines with intracellular calcium and destabilizes the pectic compounds in the cell wall; 
this decreases the pH and, therefore, promotes the activity of enzymes that degrade this 
organelle (Deacon, 2006). 
The joint work of oxalic acid and enzymes that degrade the cell wall resulting in the tissue 
maceration. The nutrients released in this process are absorbed by the hyphae of S. cepivorum 
(Deacon, 2006). This is consistent with the TEM studies, where the integral degradation of 
cells that has been penetrated by an S. cepivorum hypha is observed (Figure 3a), as well as 
the rupture of the cell wall resulting from destabilization caused by oxalic acid and 
specialized enzymes (Figure 3b). Furthermore, immature vascular tissue observed with little 
or no functionality (Figure 3c), which agrees with Masum et al., (2017) who reported that 
tissue maceration interrupts the transport of water and nutrients in the plant, causing wilting, 
yellowing and necrosis. 
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Regarding the infection caused by S. terrestris, Schwartz and Mohan (2007) have reported 
that infected plants have a decrease in the absorption of water and nutrients, which leads to 
wilting and necrosis. Also, Berger et al., (2004) reported that plants increased demand for 
assimilated because of S. terrestris. manipulates the host metabolism in favor of their 
nutritional requirements. 
Nutritional manipulation of the host level is generated by a reduction in photosynthetic rate 
and increased respiration activity (Roitsch et al., 2003). Studies by Yamane et al., 2000 
indicate that S. cepivorum affects the irreversible closure of some reaction centers of 
photosystem II -PSII- in plants, which generates overexcitation and the formation of reactive 
oxygen species (ROS) and, with it, the programmed cell death (PCD) (Sayago et al., 2019). 
This is consistent with the TEM studies since an evident alteration in the metabolism of 
mitochondria was observed, which were swollen due to the high rates of cellular respiration 
(Figure 3d), as well as the initial degradation of plastids, which form the characteristic 
plastoglobes (Figure 3 d & e). Also, a high vesiculation rate was observed, which is required 
for the transport of assimilates (Figure 3 e). On the other hand, in the most affected tissues, 
a reduction of the cytoplasm was observed as well as large lipid bodies, which agglomerate 
all dead intracellular compartments (characteristic cytology of PCD). 
The field test established that the three Trichoderma species were able to increase onion 
yield, but with significant differences between them. T. asperellum, again differed from other 
treatments, by increasing the fresh and dry weight of the bulbs. This behavior had been 
previously observed by Pascale et al., in the production of grapes in systems infected with 
powdery mildew (2017). In the cultivation of onions specifically, Ortega-García et al., 
(2015), observed increases in the biomass of the bulbs when the plants were inoculated with 
three different isolates of T. asperellum. Recently Rivera Méndez et al., (2020) showed that 
T. asperellum, although in vitro and greenhouse tests did not cause an increase in root and 
stem elongation, in field tests it was able to increase the crop yield, through the induction of 
systemic responses and mycoparasitism resistance against root necrotrophic pathogens. The 
phytostimulation obtained in the interactions of plants with Trichoderma is not only due to 
the development of the root architecture but is caused by a series of stimulated direct and 




The effects of an endophytic microorganism such as Trichoderma on the plant, depending 
on the type of interaction established through molecular dialogue, induced or subregulated 
metabolic pathways and biotic and abiotic factors (Gúzman-Gúzman et al., 2018; Mendoza-
Mendoza et al., 2018). Although the endophytic capacity of a microorganism in a plant 
requires histological changes in the roots, these do not always lead to a promotion of root 
growth. Similarly, the increase in fresh and dry weights of a crop is not always associated 
with the increased root or aerial growth, and species of organisms that promote growth may 
not necessarily influence final yields. 
To verify the antagonism capabilities of the three different Trichoderma isolates used in this 
study, the number of infected plants by two different pathogens were recorded in the field 
assays.  S. terrestris and S. cepivorum are two strong pathogens in onion crops (Orio et al., 
2016; Jung et al., 2010), with a different parasitic lifestyle as biotroph or necrotroph, 
respectively.  
Against both pathogens, and regardless of the Trichoderma species used, there was a 
reduction in the number of diseased plants with significant differences between 
Trichoderma-based treatments and control. Other authors have reported similar effects. T. 
asperellum was recently evaluated in the control of S. cepivorum, where its ability to combat 
this fungus was demonstrated and manages to reduce crop losses (Rivera-Méndez et al., 
2020). T. harzianum effectively controlled S. cepivorum in field trials (Coşkuntuna and Özer, 
2008; Lane and Bowen, 2005). For its part, T. virens has been reported as an effective 
mycoparasite fungus against S. cepivorum in vivo, greenhouse and field tests (Shalabi et al., 
2013). Also, Clarkson et al., (2002) verified the effect of an isolate of T. virens in field tests 
in the U.K, where the number of infected plants was lower compared to the other treatments. 
Besides, Al-Ani (2018) and Rivera-Méndez et al., (2018) obtained high parasitism values of 
T. virens in dual culture versus S. terrestris. 
In this study, given that the three Trichoderma species reduced the number of infected plants 
and improved yield, it is demonstrated, in the case of T. asperellum, that despite harming root 
growth in vitro test, other biocontrol mechanisms are those involved in the relationship with 
pathogens S. terrestris and S. cepivorum, possibly associated with the processes of 
mycoparasitism and induction of defenses in the plant. Both, Trichoderma spp., S. terrestris, 
and S. cepivorum, about onion, they induce changes in the morphology of the cells and affect 
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the growth of the plant, but also, the interaction between them is defined by the various 
biocontrol mechanisms that Trichoderma can use, which constitutes a fundamental 
difference between the species of this endophytic genus. 
5. Conclusions and recommendations  
Trichoderma is a fungus capable of establishing biochemical relationships with plants. This 
microorganism, widely used in biological control, can generate physiological and anatomical 
variations that help the normal development of the plant, in crop yield, or functioning as a 
defense mechanism for the host against pathogens. 
Not all Trichoderma species have the same morpho-physiological effect in a given crop. It 
has been reported that Trichoderma can mediate the activation of different metabolic 
pathways in plants, including routes that stimulate the synthesis of hormones -auxins, 
salicylic acid, ethylene, and jasmonate-. In this sense, each species of Trichoderma interacts 
specifically with its host, generating certain physiological and anatomical effects; which will 
also depend on the metabolic state that the host plant presents at a given time, which also 
depends on its interaction with the biotic and abiotic factors that surround it. 
On the other hand, in the present study, the behavior of an infection by a phytopathogenic 
necrotrophic fungus (S. cepivorum) and another biotroph (S. terrestris) was evidenced. This 
analysis is of special relevance for future studies; as they could explain at the cytological 
level, how Trichoderma mitigates the infection caused by these phytopathogens (promising 
results shown at the field level in this study). 
Additionally, together with the triple plant/fungus interaction studies (phytopathogen and 
biocontroller) that the authors propose at the histological level, the study of the expression of 
key genes involved in the response of the plant to an attack is also proposed. 
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